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Bescheinigung 

Die Anmeldlerin Deutsches Krebsforschungszentrum Stiftung des offentlichen Rechts in 
Heidelberg/Deutschland hat eine Patentanmeldung unter der Bezeichnung 

"FV-Vektoren zur Expression von Fremdgenen in Saugern 
und deren Verwendung" 

am 17. Dezember 1998 beim Deutschen Patent- und Markenamt eingereicht. 

Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe der ursprung- 
lichen Unterlagen dieser Patentanmeldung. 

Die Anmeldung hat im Deutschen Patent- und Markenamt vorlaufig die Symbole 
C 12 N, A 01 K und A 61 K der International Patentklassifikation erhalten. 



Munchen, den 31. Januar 2000 
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Zusammenfassung 



FV-Vektoren zur Expression von Frerndgenen in Saugsrn und deran Varwendung 

Beschrieben werden . re.troviraje, auf felinen Foamyviren (FeFV) basierende 
Vektoren zur Einfuhrung einer gewGnschten, exprimierbaren DNA in sine Squger- 
zelle. Ein Beispiel des erfindungsgemaSen Vektors ist ein Vektor, der die Ex- 
pression von neutralisierenden Epitopen des felinen Immundefizienzvirus (FIV) in 
der Katze Oder des menschlicben Immundefizienzvirus (HIV) im Menschen und 
damit sine wirksame Vakzinierung erlaubt. 
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FV-Vektoren zur Expression von Fremdgenen in Saugern und daren Verwendung 

Die vorliegende Erfindung betrifft retroviral, auf Foamy Virus (FV)/Spumavirus 
basierende Vektoren zurEinfuhTung einer gewunschten, exprimierbaren DNA in 
Saugerzellen und Saugetiere, wobei der retroviral Vektor folgende Sequenzen 
umfaSt: Eine erste DNA^Sequenz, die dem reversen Transkript eines Teils eines 
felinen FV (FeFV) entspricht, und sine zweite DNA-Sequenz, die die Propagation 
in Bakterien erlaubt. Die vorliegende Erfindung betrifft auch diese Vektoren 
enthaltende ArzneimitteL 

Retroviren sind RNA-Viren, bei denen die viralen Gene von einem einzelstrangi- 
gen RNA-Molekul codiert werden. Nach Eintritt in die Wirtszeile wird die virale 
RNA iiber reverse Transkription in ein doppelstrangiges DNA-Molekul umgewan- 
deit. im Anschlufc daran gelangt diese DNA in den Nucleus und integriert sich in 
das Wirtsgenom als sogenanntes Provirus, das wiederum die Matrize fflr die 
Expression viraler Gene und die Synthese von Virion-RNA ist. Die viralen Gen- 
produkte und die Virion-RNA lagern sich zu einem intakten Virion zusammen, 
das dann die Zeile wieder verlassen und neue Zellen infizieren kann. In der 
Vergangenheit konnte gezeigt werden, dafS es mittels Retroviren moglich ist, 
Fremd-DN A in einen gewunschten Organismus einzuschleusen und dort auch zur 
Expression zu bringen. Somit bieten sich Retroviren grundsatziich als Vehikel fur 
eine Gentherapie an. Allerdings waren die damit bisher erzielten Erfolge noch 
nicht zufriedenstellend, da in der Regel die bei der Behandiung von Tieren bzw. 
Menschen verwendeten retroviralen Vektoren nur eine geringa Effizienz auf- 
weisen. Besonders die qualitattv ungenugende und zeitlich Hmitierte Expression 
des therapeutischen Gens stellen wesentliche Limitierungen der derzeitigen 
retroviralen Vektoren dar [Anderson 1998, Nature 392, 25). 

Somit liegt der Erfindung im wesentlichen das technische Problem zugrunde, 
einen viralen Vektor bereitzustellen, mit dem effizient heterologe Gene in einen 



Datum 17.12.98 18:19 FAXG3 Nr: 84823 von NVS:FAXG3.21/00 (Seite 2 von 23) 



17.DEZ.1999 19=24 HUEER & SCHUESSLER PATENT ANUI. 

17. Daivmbvr 1998 



MR. 333 



3.3/23 





gewunschten Sauger, beispielswaise Katze oder Mensch, eingefuhrt und. effi- 
zient exprimiert werden konnen. 

Die Losung dieses technischen Problems wurda dureh die Bereitstellung der in 
den PatentansprOchen gekennzeichneten Ausfuhrungsformen erreicht. 




Es konnte gezeigt werden, daft rnittels eines auf einem felinen Foamyvirus 
(FeFV) basierenden Vektors gewunschta heterologe Gene effi2ient in einen 
gewGnschten Sauger eingefuhrt werden konnen und dort auch exprimiert wer- 
den. Die Vorteile eines auf dem felinen FV basierenden Vektors beruhen ver- 
mutlich auf dessen Repiikationsmechanismus r der sich von dem anderer Retrovi- 
ren unterscheidet. Bespielsweise wetsen FeFV einen internen Promoter zur 
Expression der regulatorischen "beC-Gene auf, die fur die Replikation des Virus 
erforderlich sind. Die Expression der "PoT-Proteine erfolgt zudem Ciber eine 
gespleifite RNA und nicht als Teil eines "Gag-Por-Fusionsproteins. Da das FeFV 
eine produktive und lebensfang persistierende Infektion der Katze mit permanen- 
ter Antigenexprassion induziert, verfugtdaa FeFV Intrinsisch Qber Mechanismen, 
die oben genannten Mangel bekannter Vektoren zu Oberkommen. Weiterhin sind 
Spumaviren physikalisch relativ stabil (minimale TTterreduktion bei Lagerung bei 
4°C), sie woisen eine geringe genetische Variation auf, haben eine hohe Inser- 
tions kapazitat und galtan als apathogen; Charalcteristika, die die Anwendung als 
retroviral© Vektoren begunstigen. 




Zur Herstellung eines beispielhaften Vektors wurda das gesamte Genom von 
felinem FV (FeFV) von den Nukleotidpositionen 1 7 bis zum 3 'LTR in den proka- 
ryantischen Vektor pATl53 in sequentiellen Schritten zwischen die Eagl-(5'LTR) 
und die Clal-(3'LTR) Restriktionsschnittstellen eingefugt. Am 5 '-Ende des 
viralen DNA-lnserts befinden sich dabei verschiedene eingefugte Restriktions- 
schnittstellen. Diese rekombinante DNA ist z.B. in E. coli K12 genetisch stabil. 
Die biologische Aktivitat der rekombinanten FeFV-DNA (Expression infektioser 
Virionen) wurde nach Transfektion in permissive Zellen (CRFK) uberpruft und es 
zaigte sich, daR infektiose Virionen gebildet wurden. Diese unterschieden sich 
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in ihrer Genexpression nicht von dem Ausgangsisotat {nicht-kloniertas FeFV). 
Daruber hinaus konnte gezeigt werden, da(S bei Verwendung dieses viralen 
Vektors, bei dem DNA-Sequenzen, die fur Neutralisations-relevante Epitope des 
Env-Oberflachenproteins eines serologisch distinkten, genetisch verschiedenen 
FeFV-lsolats insertiert wurden, diese heterologen Domanen in transfizierten 
Zellen in funktionell aktjyer Weise exprimiert wurden. 

Somit betrifft eine Ausfuhrungsform der vorliegenden Erfindung einen retrovira- 
len Vektor zur Einfuhrung einer gewOnschten, exprimierbaren DNA in sine 
Saugerzelle, wobei der retroviral Vektor folgende Sequenzen umfafit: Eine erste 
DNA-Sequenz, die dem reversen Transkript mindestens eines Teils eines felinen 
FV-Genoms entspricht, und sine zweite DNA-Sequenz, die die Propagation in 
Bakterien und somit die effiziente und gerichtete genetische Modifikation er- 
laubt. 

Ein weiterer Bestandteil des Vektors ist ggf. eine gewiinschte, exprimierbare 
Fremd-DNA/therapeutisches Gen. 

Der hier verwendete Ausdruck "...reverses Transkript mindestens einem Teil 
eines FV-Genoms entsprechend" betrifft jede FV-DNA, die noch in der Lage ist, 
alle Funktionen des FV-Vektors, die fur die Insertion der Fremd-DNA und deren 
Expression notig sind, zu gewahrleisten. 

Der hier verwendete Ausdruck "Sequenz, die die Propagation in Bakterien 
erlaubt", betrifft Sequenzen, die einen "ori" fur die Replikation in Bakterien, ein 
Markergen und/oder Resistenzgen enthalten. Beispielsweise kann eine soiche 
Sequenz aus pAT153 (Twiggs und Sherrat r 1980, Nature 283, S. 216) stam- 
men. 

Von den Erfindern wurde harausgefunden, daS zwei Arten von genetischer 
Modifikation bzw. Vektortypen vorteilhaft sind: 

1) selbst-replizierende, replikationskompetente Vektoren, bei denen die 





Datum 17.12.98 18:19 FAXG3 Nr: 84823 von NVS:FAXG3.21/00 (Seite 4 von 23) 



17.DEZ.1998 19:36 



HUEER S. SCHUES3LER PATETHTAMsl 



rsR. 333 



S.5/23 



1 7. Deismbtr 1 998 



2) 





• • • 



- 4 - 

Insertion heterotoger Gene die Replikationsfahigkeit nicht beeintrachtigen 
und die im therapeutischen Wirt replizieren konnen. Bei den selbst-replizie- 
renden Vektoren ist keine Packaging-Zellinie Oder ein Helfervirus notwen- 
dig; 

replikationsdefekte Vektoren r bei denen z.B. die gesamten Strukturgene 
(gag, env, pol) duTch die Fremd-DNA ersatzt wurden. Die Virionenbildung 
erfoigt in sog. Packaging-Zellinien, die alle deletierten Funktionen in trans 
zur VerfOgung stellen (gag, env, pol). In diesen Vektoten sind die fur die 
Verpackung der Genoma und Expression der Fremd-DNA notwendigen cis- 
Sequenzen erhalten. 




Spumaretroviren/Foamyviren gelten allgemein als apathogen, obschon sie unter 
bestimmten experimentellen (artifiziellen) Bedingungen (transgene Mause) 
Krankheiten auslosen konnen. Die "apparente Apathogenitat" von Foamyviren ist 
einer ihrer grafcen Vorteile als retroviraler Vektor. Bei alien selbst-replizjerenden 
FeFV- Vektoren soilte jedoch bevorzugt der starke Bel 1 -Transaktivator zumindest 
funktionell inaktiviert, vorzugsweise aber kompiett deletiert sein. 




Die in die arfindungsgemi&fien Vektoren einbringbare Fremd-DNA unterliegt 
keiner Beschrankung. Beisplefe fur Fremd-DNA (auch heterologe Gene oder 
therapeutische Gene genannt) sind 

Immunmodulatorisohe Gene zur Aktivierung oder Suppression von 
Immunreaktionen im Zuge von Anti-Krebstherapien, z.B. Interfeukin- 
2, -1,-10 etc., gamma-lnterferon, Tumor Nekrosis Faktor, spezielfe 
Tumorantigene 

Suizidgene zur spezifischen Destruktion der entsprechend infizier- 
ten Zellen, z.B, HSV Thymidin-Kinase, E, coli Cytosin Deaminase, 
Polynukleosid-Phosphorylase 

funktionell intakte Gene zur Substitution funktionell defekter Gene 
tm Zuge der somatischen Gentherapie, 

Expression von trans-dominant negativen Mutanten-Proteinen, die 
inhibitorisch im Rahmen der "pathogen derived resistance" oder 



Datum 17.12.98 18:19 FAXG3 Nr: 84823 von NVS:FAXG3.21/00 (Seite 5 von 23) 



iv.Dfc_z.iyyy iy:__b - hubl^ & bCHUtbbLLK i-v-i i __rs mrnw . ink . S.6/23 

• • • ■ » • a • 

• • * * • ^^^^ • 

- 5 - 

"intrazellularen Immunisierung" eingesetzt werden, 
Gene, deren Proteinprodukt aus transgenen Tieren in geeigneter 
Form in technisch/indutriellern Mal-istab insoliert und gereinigt 
werden kann, z,B. Faktor X der Blutgerinnung oder dgl- 

ErfindungsgemafS handelt es _sich bei dem retroviralen FV-Vektor um einen 
Vektor bei dem das Genom des felinen Foamyvirus (FeFV) verwendet wurde. 
Dabei kann es sich urn einen Vektor handefn, bei dem die erste DNA-Sequenz 
die FV-DNA-Sequenz des Vektors FeFV- 7 ist. Dieser Vektor wurde als Plasrnid 
pFeFV-7 bei der DSMZ, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig am 23. 
November 1998 unter DSM 12514 hinterlegt. 

Die erste DNA-Sequenz des Vektors kann sich jedoch von der DNA-Sequen2 des 
Vektors pFeFV-7 unterscheiden und lediglich von ihr abgeieitet sein. Der FeFV- 
Anteil des Plasmids kann beispielsweise in der Weise modifi2iert sein, dad er 
entsprechend den Anforderungen des Vektorkonzepts (selbst-repltzierender oder 
replikationsdefekter Vektor) genetisch verandert wird und die Fremd-DNA (oben 
auch als heterologes Gen bzw. therapeutisches Gen) unter der transkriptionellen 
Kontroile des FeFV oder eines heterologen Promotors insertiert wird. Beispiels- 
weise kann sich die erste DNA-Sequenz auch von der des erfindungsgemaden 
Vektors pFeFV-7 bezuglich der Lange unterscheiden, oder verschiedene Nukleo- 
tidadditionen, -deletionen oder substitutionen aufweisen, beispielsweise von 
einem anderen Feldisolat von FeFV stammen, solange die gewunschten Eigen- 
schaften des Virus, beispielsweise hinsichtlich Infektiositat, Replikation, Insertion 
und Expression der Fremd-DNA fur die gewunschten erfindungsgemaften Zwek- 
ke erhalten bieiben. Der Fachmann kann mittels ublicher Methoden, beispiels- 
weise den in den nachfolgenden Beispielen oder in Winkler et al., J. Virol. 71 
(1997), 6727-6741, angegebenen Verfahren bestimmen, ob die fOr die Her- 
stellung des retroviralen FeFV-Vektors verwendete DNA-Sequenz noch die 
erforderlichen Bedingungen erf ti lit. Dardber hinaus konnen allgemeine, auf dem 
Fachgebiet bekannte Verfahren zur Konstruktion der erfindungsgemafcen retrovi- 
ralen Vektoren verwendet werden. Zu diesen Verfahren zahlen beispielsweise 
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ubliche in vitro-Rekombinationstechniken, synthetische Verfahren, sowie in vivo- 
Rekombinationsverfahren. 

Die gewunschte, zu exprimierende Fremd-DNA kann an jeder Stelle des FV- 
Genoms inseriert warden, vorausgesetzt, daft dadurch deren Expression gewShr- 
leistet ist, sowie die gewunschten Eigenschaften des FV (beispielsweise selbts- 
replizierender oder replikationsdefekter Vektor) erhalten bleiben. Prinzipiell kann 
die Fremd-DNA an jader Stelle des FeFV-Genoms insertiert werden. Es sollte 
alierdings so sein, daS der FeFV-Anteil immer noch in dem oben angesprochenen 
Sinne (selbst-replizierender/replikations-defekter Vektor) aktiv ist. Vorzugsweise 
wird die Fremd-DNA-Sequenz zwischen den 5 ' LTR-Bereich und den 3'LTR- 
Bereich inseriert. Bei selbst-replizierenden Vektoren kfinn.en heterologe Ssquen- 
zen in die Gag, Env und Bel2-Gene bzw. in definierte Teile der 3'-l_TR eingefugt 
werden, bei replikations-defekten Vektoren werden bevorzugtdie Gag, Pol, Env 
und akzessorischen/regulatorischen Gene durch die zu exprimierende Fremd-DNA 
ersetzt, Um eine effiziente Expression der Fremd-DNA-Sequenz zu erhalten, ist 
es erforderlich, diese so in den FV-Vektor zu inserieren, daS sie mit geeigneten 
transkriptionellen Kontrollsequenzen funktionell verknupft vorliegt. Geeignete, fur 
die Expression in Saugern geeignete Kontrollsequenzen (d.h. Promotor- und/oder 
Enhancer-Sequenzen) sind dem Fachmann bekannt. Als Promotoren sind die dem 
Fachmann bekannten Promotoren verwendbar. Diese umfassen beispielsweise 

den genetisch modifizierten FeFV UTR-Promotor oder den internen 

Promotor 

konstitutiv aktive Promotoren, z.B. HSV-tk, CMV-IE 
zellulare housekeeping Promotoren, z.B. beta-Actin, GADPH 
zelltyp-spezifische Promotoren fur die Expression in haematopoeti- 
schen Zellen, dem ZNS, der Leber, Niere etc. 

induzierbare Promotoren, z.B. Insulin-, Corticoid-, Stress-, Ostro- 
gen-abhSngige Promotoren 

virus-aktivierbare Promotoren, z.B. HIV LTR fur intrazellulSre Immu- 
nisierungen 

Promotoren, die durch etablierte Therapeutika aktiviert werden 
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(Tamoxifen etc.) 



In einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt der retroviral FV- 
Vektor au&erdem ein Gen, das einen nachweisbaren phanotypischen Marker 
codiert. Dies erlaubt die Oberprufung einer erfolgreich verlaufenen Transforma- 
tion der gewunschten Zielzelle, Geeignete Markergene sind beispielsweise: 
fc-Galactosidase 

Resistenzgene gegen Neomycin, Hygromycin, Zeonin etc. 
(humanisiertes) green fluorescent Protein GFP 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer ein Plasmid, das den erfindungsgemafcen 
FeFV-Vektor enthatt. Das Plasmid kann beispielsweise in E. coli, z.B. E. coli JM 
109 oder DHBct, vermehrt werden and aus diesen direkt isoliert werden. 

Verfahren zur Transformation der Zellen zur Herstellung des erfindungsgemafcen 
FV-Vektors (beispielsweise uber CaPO^-Prazipitation, Liposomen oder Elektro- 
transformation etc.) und zur phanotypischen Selektion von Transformanten sind 
auf dem Fachgebiet bekannt. 

Nach erfolgter Vermehrung konnen die erfindungsgemalien FV-Vektoren in eine 
Zelle, ein Gewebe, Organ, einen Patienten oder ein Tier durch eins ReihB von 
Verfahren eingefuhrt werden. Das FeFV (und somit auch das davon abgeteitete 
Plasmid pFeFV-7) kann in Zellen humanen Ursprungs replizieren. Das das FeFV 
diese humanen Zellen auch infizieren kann, sind keine absolut essentiellen Ver- 
anderungen des Plasmids pFeFV und seiner Derivata fur die Replikation und 
Applikation in humanen Zellen und den Menschen notwendig. Fur die ex-vivo 
Appiikation kommen die vorgenannten Verfahren sowie Co-Kultivrerung mit 
Vektor-produ2ierenden Zellen und direkte Infektion mit dem retroviralen Vektor 
in Frage. Fur die in-vivo Applikation kommen in Frage: als DNA durch die Gen- 
Gun; Liposomen-Technik; als freies Retrovirus systemisch (z.B. intfavenfis), lokal 
(z.B. direkt in einen Tumor oder das lymphatische Organ) oder in Form eines 
Aerosols fur den Respirationstrakt. Es konnen analog auch die Vektor-produzie- 
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renden Zellen verabreicht werden. 



Somit betrifft die vorliegende Erfindung auch Zellen und transgene Tiere (d.h. 
Sauger, die bezQglich der mirtels des erfindungsgema&en FV-Vektors einge- 
schleusten DNA-Sequenz transgen sind). Verfahren zur Herstellung solcher 
transgoner Tiere koonen beispielsweise in WO 91/08216 Oder Schenkel, Jo- 
hannes, 1995, Transgene Tiere, Spektrum Akad. Verlag, Heidelberg gefunden 
werden. 

Die vorliegende Erfindung betrifft femer Arzneimittel, die die vorstehend be- 
schriebenen FV-Vektoren enthalten. Diese Arzneimittel enthalten gegebenenfalls 
zusatzlich einen pharmazeutrsch vertragiichen Trager. Geeignete Trager und die 
Formulierung derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann bekannt. Zu geeigneten 
Tragern zahlen beispielsweise Phosphat-gepufferte Kochsalzlosungen, Wasser, 
Emulsionen, beispielsweise Ol/Wasser-Emulsionen, Netzmittel, sterile Losungen 
etc. Die Art des Tragers hangt naturlich davon ab, wie der erfindungsgema&e 
FV-Vektor verabreicht werden «oll. Die geeignete Dosierung wird von dem 
behandelnderv Arzt bestimmt und hfingt von verschiedenen Faktoren ab, bei- 
spielsweise von dem Alter, dem Geschlecht, dem Gewicht des Tiers bzw. 
Patienten, dem Schweregred der Erkrankung, der Art der Verabreichung etc.. 

Der erfindungsgemiMie FV-Vektor kanrt beispielsweise auch fOr die Expression 
von DNA-Sequenzen, die fur neutralisierende Epitope pathogener Erreger codie- 
ren r verwendet werden, d.h. er kann fur eine Vakzinierung gegenuber diesen 
Erregern verwendet werden. Dies ist vor allem hinsichtlich solchen infektiosen 
Erkrankungen, beispielsweise bei Katzen, interessant, fur die bisher keine ge- 
eigneten Impfstoffe 2ur Verfugung standen. In diesem Zusammenhang ist zu 
beachten, dafc es sich bei den exprimterten Epitopen um therapeutische (immu- 
nologisch) wirksame Domanen handelt und die Vakzinierung nicht z.B. zu einer 
Immunpathogenese bei nachfolgender Virus-Challenge fQhrt. Beispielsweise kann 
die Fremd-DNA-Sequenzfur neutralisierende Epitope des felinen Immundefizienz- 
virus (FIV) codieren, Dabei wird ein FV-Vektor erhalten, der die effiziente Vakzi- 
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nierung von Katzen gegenuber FIV erlaubt. AnderG geeignete Fremd-DNA sind 
virale Env-Oberflachendomanen oder T-Zellepitope von viralen Struktur- oder 
Nichtstrukturprotetnen. 

Um die Paktikabilitat von FeFV-basierten Vektoren zu demonstrieren, wurden die 
fur die Virus-Neutralisation. relevanten Epitope dies von den Erfindern verwende- 
ten Isolats FUV durch die entsprechenden Sequenzen eines Isolats 951 -ahn- 
lichen FeFV-Virus (Flower et al., 1985, Arch. Virol, S3, S. 53) ausgetauscht. 
Das genetisoh modifizierte Virus ist replikationskompetent und wird aufgrund 
des Austausches von Neutralisations-relevanten Epitopen nicht mehr durch 
Seren gegen das FeFV-FUV-lsolat neutralisiert werden. Dieses genetisch modifi- 
zierte, nun 951-ahnliche FeFV kann eventuell aufgrund seiner distinkten immu- 
nologischen Charaktieristika in Katzen (oder Menschen) dann als gentherapeuti- 
scher Vektor eingesetzt werden, wenn bereits eine humorale Immunitat gegen 
den ursprunglichen, FUV-§hnlichen Vektor, vorliegt. Eine solche Situation kann 
vorliegen, wenn der therapeutische Einsatz des Vektors wiederhoft durchgefGhrt 
werden mufi. Somit kann die VerfGgbarkeit der immunologisch distinkten FeFV- 
Vektoren einen wesentlich flexibleren Einsatz dieser rekombinaten Viren in der 
Therapie eriauben. Therapeutische Applikationen stnd trotz bestehender Immuni- 
tat gegen ein FeFV-Virus-isolat imrner noch mit dem anderen FeFV-Serotyp 
moglich, was ein Vorteil ist, den keines der anderen retroviralen Vektorsysteme 
aufweist. 

Der erfindungsgemafce FV-Vektor ist jedoch nicht nur fur die Gentherapie/Vakzi- 
nierung von Tieren, beispielsweise Katzen geeignet, sondern auch fur entspre- 
chende Therapien beim Menschen. Aufgrund der Tatsache, daiS (a) mit dem 
vorstehend beschriebenen erfindungsgemaflen FeFV-Vektor Katzen gegen FIV 
geimpft werden konnen und (b) die FIV-lnfektion der Katze molekularbiologisch 
und pathogenetisch sehr stark der HIV-lnfektion des Menschen ahnelt (siehe 
beispielsweise dazu Elder et al., Aids Research and Human Retroviruses V4 
(1 998), 797-801 ), kann davon ausgegangen werden, daS der erfindungsgema&e 
FV-Vektor nicht nur zur Gentherapie beim Menschen hinsichtlich beispielsweise 
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der Einfuhrung von Tumorsuppressorgenen geeignet 1st, sondern auch zur 
Durchfuhrung einer Schut2impfung gegenuber HIV von Nutzen ist. Fur die 
Vakzinierung gegen die HIV-lnfektion bieten slch prrma'r T-Zell Epitope und 
Sequenzen der HIV Struktur- und Nichtstrukturproteine an, die einerseits immun- 
reievante Epitope tragen und gleichzeitig zumindest moderat konserviert sind. 
Schlie&lich toetrlfft so/nit die yortwgende 6rfindung auch die Verwendung des 
erfindungsgema&en FV-Vektors zur Vakzinierung, vorzugsweise gegenuber FIV 
bef Katzen Oder HIV beim Menschen. 



Die Figuren zeigen: 




Fig 1: 



Fig. 2: 



Schematische Darstellung der Organisation des FeFV-Provirus 

Nucleinsaure-Sequenz und abgeieitete AmEnosauresequenz von 
FeFV (Winkler et al., J. of Virology, Vol. 71 , No. 9, Sept. 1 997, S. 
6727-6741) 



Fig. 3: 



Karte des Clons pFeFV-7 I Lang e; 14,463 bp) 
Die pAT153 und die FeFV entsprschenden Anteile sind gekenn- 
zefchnet. Aufcerdem sind die Positionen der wichtigsten Restrik 
tionsschntttetellen •ng«geben. 



Die nachstehenden Baisptela veranschaullchen die Erfindung. 




Baispiel 1 

Herstellung eines FeFV-Vaktors (pFeFV-7) 

Die Gewinnung von FeFV-lsolaten, die DNA-Extraktion, die Konstruktion von 
rekombinanten FeFV-DNA-CIonen und die Analyse dleser Clone erfolgte im 
Prinzip wie in Winkler er al., J.Virol.H (1 997), 6727-6741 , beschneben. FeFV- 
DNA-Sequenzen von den Nucleotidpositionen 5118 bis 7431 wurden durch 
"long-template PCR" unter Verwendung spezifischer Primer und der DNA von 
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mit FeFV infizierten "Crandeir-Katzennierenzellen (CRFK-Zellen) durchgefuhrt. 
Die Prfmer sind: 

5118: 5'-CCTCATGCTTACGGGAATAATCTGGCTG-3' (forward) 
7431: 5'-GAATAGCATACCAGAGCCTACAGGGCTC-3' {reverse) 
7163: 5'-CCAATTGGACAAGAGTAGAATCCTATGG-3' (forward) 
9057: 5'-TTCT.CCAAGGAGCTGCAGCCACTCTGG-3' (reverse) 
5775: 5 '-TTTG CTC AGTG G G C AAAG G A A AG G A AT AT AC A ATTG G- 

3' (forward) 

10522: 5'-GTTGACACTGATTTATATGGCACAATAATTCCTCTC-3' 
(reverse) 




Die erhaltene ampNfizierte DNA wurde in pCRN-Vektoren (Fa. Invitrogen, Nieder- 
lande) mirtels Oblicher Verfahren cloniert. Korrekte recombinante DNA-C|one 
wurden mit Ndel (In FeFV) und Eel 1 3611 (im pCRII-Vektor) geschnitten und das 
erhaltene Fragment von etwa 2,3 kbp wurde in den FeFV-DNA-Clone 7 (der mit 
Clal gespalten, danach mitteis Klenow-Polymerase mit glatten Enden versehen 
und schlie&lich mit Ndel geschnitten worden war) inseriert. Clone 7 enthalt 
FeFV-DNA-Sequenzen von den Nucleotidpositionen 1 7 bis 581 1 (Winkler et al., 
1997). Durch diese Clonierung wurden FeFV-Clone erhalten, die sich von der 
Nucleotidposition 17 bis 74-31 erstreckten (Clone 24 und 28). 




Gleichzeitig wurde die FeFV-lnsertion aus den rekombinanten Clonen 4,6 und 8, 
die FeFV-DNA-Sequenzen von den Nucleotidpositionen 8636 bis zum 3 '-Ende 
des 3'LTR enthielten (Winkler et al., 1977), in den Vektor pBluescript KS {Fa. 
Stratagene, Heidelberg) subcloniert, wobei die gemeinsamen flankierenden 
Restriktionsenzymschnittstellen des Polylinkers verwendet wurden. In den 
erhaltenen Clonen 5,7 und 15 schlieSen sich an das 3 'Ende des Genoms Clal- 
und Apal-Schnittstellen von den PCR-Primern und der Polylinkerstelle des Vek- 
tors an, FeFV-DNA-Sequenzen von den Nucleotidpositionen 7163 bis 9057 
wurden durch "long-template PCR" unter Verwendung der oben genannten 
Primer amplifiziert und in das Plasmid pCRII wie vorstehend beschrieben cloniert, 
wobei der Clone V erhalten wurde. 
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Zur Herstellung eines Clons, der die vollstandige provirale DNA enthalt, wurden 
die folgenden cfonierten, vorstehend beschriebenen DNA-Fragmente in einer 
Dreifachligation miteinander verknupft: Das Apa!(Vektorschnittstelle)/Pml I- 
Fragment der Clone 24/28 + das Pmll/PstJ-Fragment der Clone V + das Pst!/- 
Apal-Fragment der Clone 5, 7 und 15. 

Die erhaltenen DNA-Clone waren genetisch stabil und enthielten FeFV-DNA von 
den Nucleotidpositionen 17 bis 11700 als Insertion im pBluescript-Vektor. Die 
FeFV-lnsertion zwischen den EagI- und Clal-Stellen, die die FeFV-DNA flankieren, 
wurden dann in den entsprechend geschnittenen Vektor pATI 53 ( = ''high copy- 
number" Deletionsmutante von pBR322; Twiggs und Sherrat, 1980, Nature 
283, S. 216} subcloniert, 

Verschiedene, unabhangig erhaltene Clone wurden nach Transfektion in FeFV- 
permissive eukaryontische CRFK-Zellen analysiert; es zeigte sich jedoch ein 
geringe Infektiositat. Clone 13 zeigte eine moderate virale Infektiositat und 
wurde daher zur vollstflndigen R*«taurierung der Infektiositat verwendet. FeFV- 
DNA-Sequenzen von den Nucleotidpositionen 5775 bis 10522 wurde mineis 
"long-template PCR" unter Verwendung der oben genannten Primer amplifiziert 
und direkt mit B«tZ171 (Nucleotidposition 5980) und Bsal (Nucleotidposition 
101 37) gesehnftten. Das erhaltene DNA-Fragment mit einer Lange von etwa 4,2 
kbp wurde zum Austausch der entsprechend en Sequenzen des Clons 13 (mit 
vollstandiger Lange) verwendet, Nach Transfektion in CRFK-Zellen zeigte sich, 
dafS der erhaltene FeFV-Clone pFeFV-7 voll infektios und genetisch stabil war- 
Das erhaltene recombinants FeFV-Virus war von nichtclonierten, aus Zellkulturen 
erhaltenen Viren nicht unterscheidbar, pFeFV-7 wurde am 23. November 1998 
unter der Nummer DSM 12514 bei der DSMZ, Mascheroder Weg 2, Braun- 
schweig hinterlegt. 
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PatentgnsprUche 

1 . Retroviraler Vektor zur Einfuhrung ainer gewunschten, exprimierbaren 
DNA in eine Saugerzelle, wobei der retroviral Vektor folgende Sequenzen 
umfafct: Eine erste DNA-Sequenz, die dam reversen Transkript mindestens 
eines Teils eines felinen Foamyvirus (FeFV) entspricht, und sine zweite 
DNA-Sequenz, die die Propagation in Bakterien erlaubt. 

2. Retroviraler Vektor nach Anspruch 1, wobei in dem Vektor weiter eine 
gewunschte exprimierbare Fremd-DNA enthaiten ist 

3. Retroviraler Vektor nach Anspruch 1 oder 2, wobei die erste DNA-Se- 
quenz das reverse Transkript des gesamten Foamyvirus umfa&t. 

4. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 3, wobei die erste 
DNA-Sequenz sowohl die 5'LTR als auch die 3'LTR eines Foamyvirus 
umfafct. 

5. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei die zweite 
DNA-Sequenz in den 5 'LTR-Bereich und/oder 3 ' LTR-Bereich des Foamy- 
virus inseriert 1st. 

6. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 5, der zusatzlich ein 
Gen enthait, das einen nachweisbaren phanotvpischen Marker codiert. 

7. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei die zweite 
DNA-Sequenz fur neutralisierende Epitope des felinen Immundefizienzvirus 
(FIV) oder des menschlichen Immundefizienzvirus (HIV) codiert. 

8. Retroviraler Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei die erste 
DNA-Sequenz jene des bei der DSMZ am 23. November 1998 hinter- 
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9. 

10. 
11. 
12. 
13. 




14. 



15. 



legten Plasmids pFeFV-7 {DSM 12514) fst. 

Plasmid, den retroviralen Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 8 ent- 
haltend. 

Zelle, das Plasm nach .Anspruch 9 enth attend. 
Zelle nach Anspruch 10, die eine Tierzslle ist. 
Zelle nach Anspruch 1 1 , die eine Saugerzelle ist. 

Transgenes Tier, den retroviralen Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 
8 oder das Plasmid nach Anspruch 9 enthaltend, 

Verwendung des Vektors nach einem der AnsprQche 1 bis 8 oder des 
Plasmids nach Anspruch 9 zur Herstellung sines Arzneimittels zur Vakzi- 
nierung. 

Verwendung des Vektors nach Anspruch 7 zur Herstellung eines Arznei- 
mfttels zur Vakztmerung von Katzen gegen FIV odorMenschen gegen HIV. 
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